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論文内容要旨
 背景と目的
 肺胞II型上皮細胞は正常な呼吸にとって重要な役割を担っている。特に肺胞H型上皮細胞から
 分泌される肺サーファクタントは,肺胞表面張力を軽減させてガス交換の場である肺胞の虚脱を
 防止するために不可欠な物質である。表面張力軽減に関与するのはサーファクタントリン脂質で,
 その90%を占めるフォスファチジルコリンの役割は非常に重要である。肺サーファクタントの
 欠損がもたらす病態は,小児科領域で呼吸窮迫症候群(RDS)として知られるようになった。
 さらに肺血管透過性の亢進に起因するいわゆる急性呼吸切迫症候群(ARDS)においても,肺サー
 ファクタントの欠乏がその病態になんらかの修飾を施している可能性が指摘されていた。ARDS
 には種々の要因があるが,肺移植直後のいわゆるearlygraftfailureもARDSと同じスペクト
 ラムの中で理解できる病態である。
 肺移植が成功するためには,一つにはドナー臓器のクオリティーが良好でなければならない。
 ドナー肺の良否にはドナー患者の状態にくわえ,保存環境も重大な影響をおよぼしていることが
 明らかになってきた。これまでの動物実験や臨床経験から,適切な肺保存のための条件について
 ある程度のコンセンサスが固まってきている。現在では,水冷した電解質液を用いて単純浸漬す
 る方法が採用されているが,臨床的な安全限界は8時間内外とされ,これを大幅に越える長時間
 保存では肺移植後にearlyg・raftfailureの発生は避けられないと考えられている。
 本研究の目的は,フォスファチジルコリンの合成能という観点から肺胞H型上皮細胞の機能が
 どのように維持されるのかを検討し,肺保存についての理解を深めることである。特に,私は臓
 器保存液の選択が良好な肺保存に重要なのではないかと考え,細胞内液タイプであるEuro-
 Collins液と細胞外液タイプであるLowpotassiumdextran(LPD)液の2種類の臓器保存液
 を比較検討することにした。
 材料と方法
 Sprague-Dawley系雄性SPFラットを用い,肺をEuro℃ollins液またはLPD液を用いて潅
 流・保存した後に肺胞II型上皮細胞(以下II型細胞)を単離した。単離されたH型細胞を
 D-MEMを用いてLO×106個/m1の密度で浮遊させ,[3H]cholineをi.0μCi添加しこれをト
 レーサーとしてフォスファチジルコリンの合成能を測定した(肺保存実験)。その結果,保存液
 のタイプによる差異の存在が推定されたため,つぎに,あらかじめ単離したn型細胞を保存する
 実験を行い,その原因を追及した(細胞保存実験)。細胞毒性の評価法として細胞より放出され
 たLDHを測定し,肺保存実験と同様に,保存したH型細胞のフォスファチジルコリンの合成能
 を測定した。
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実験結果
 保存液の種類によらず摘出潅流後の肺はほぼ同一の外観を示し,組織学的検討でも肺胞構築に
 異常は認められなかった。しかしH型細胞を単離すると,Euro-Collins液で保存した肺では,
 摘出直後に単離した場合に得られる細胞数に比較し有意に少なかった。生細胞の比率は経時的に
 低下したが,Euro-Collins液で12時間保存された肺では肺保存前の群に比較して有意に低い値
 だった。さらにフォスファチジルコリン合成能も,Euro-Collins液12時間保存肺で肺保存前の
 群に比較して有意に低い値だった。そこで合成能の低下が細胞数の減少分由来なのか,個々の細
 胞の機能低下由来なのかを細胞保存実験にて追究した。
 ll型細胞を単離してこれを12時間保存すると,細胞数はEuro-Collins液では保存前に比較し
 て有意に低下したが,LPD液ではEuro-Collins液を用いた場合に比較して有意に高い値だった。
 保存細胞の形態を光学顕微鏡で観察すると,両保存液とも単離直後とほぼ同様の形態を維持して
 いたが,保存液の上清を光学顕微鏡で観察すると,Euro-Collins液では浮遊した細胞凝集が顕
 著だった。Euro-Collins液で12時間保存された生細胞の割合は単離直後と比較して有意に低く,
 保存液の上清中に含まれるLDHは,LPD液にくらべ有意に高値となった。しかしフォスファ
 チジルコリン合成能を見ると,両保存液とも単離直後細胞と同等であった。
考察
 私は,肺胞II型上皮細胞のフォスファチジルコリン合成能を指標として保存検討した結果,
 Euro-Collins液とLPD液との間には肺保存のパフォーマンスにおいて明らかに差異が生じるこ
 とを見いだした。もっとも,臨床的な安全限界内である6時間保存であれば,いずれの保存液も
 高いフォスファチジルコリン合成能を維持することができる。このことは,Euro-Collins液が
 今日まで重大な不利益をもたらさずに長く臨床使用に耐えてきた事実に矛盾しない。そこで考え
 ると,臨床的な安全限界を越えてEuro-Collins液で保存された肺では,なぜフォスファチジル
 コリン合成能が低下するのだろうか?それには二つの可能性があると考えられる。一つは個々の
 n型細胞におけるフォスファチジルコリン合成能の低下,もう一つは合成を担当する``生きた"
 n型細胞の数の低下である。そこで細胞保存実験を行い,保存液のII型細胞に対する毒性を比較
 した。その結果,保存後のH型細胞の回収率,生細胞の割合,およびLDHの漏出から判定する
 と,Euro-Collins液はLPD液に比較して明らかに細胞障害が強いと判断される。Euro-Collins
 液の細胞毒性の要因として,Na濃度が関与している可能性も指摘されているが未だ仮説の域を
 出ない。本研究を通じて,少なくとも肺サーファクタントのフォスファチジルコリン合成能に関
 する限り,個々のII型細胞の機能は良好に維持し得ること,もし臓器としてフォスファチジルコ
 リン合成能に低下が見られても,それは“生きた"肺胞H型上皮細胞の数の減少として理解でき
 ることを指摘したい。そして,臨床的な安全限界内である6時間保存であればどの保存液であれ
 重大な問題を引き起こさないが,将来より安定した長期保存を目指すとき,Euro-Collins液よ
 りもEP4液やLPD液といった細胞外液タイプを用いるべきと考えられる。
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 審査結果の要旨
 肺胞H型上皮細胞から分泌される肺サーファクタントは,肺胞表面張力を軽減させてガス交換
 の場である肺胞の虚脱を防止するために不可欠な物質である。表面張力軽減に関与するのはサー
 ファクタントリン脂質で,その90%を占めるフォスファチジルコリンの役割は重要である。肺
 サーファクタントの欠損がもたらす病態は,新生児で呼吸窮迫症候群(RDS)として知られる
 ようになった。さらに肺血管透過性の亢進に起因するいわゆる急性呼吸切迫症候群(ARDS)に
 おいても,肺サーファクタントの欠乏がその病態になんらかの修飾を施している可能性が指摘さ
 れていた。肺移植直後のいわゆるearlygraftfailureもARDSと同じスペクトラムの中で理解
 できる病態である。
 一方,肺移植が成功するためには,ドナー臓器が良好でなければならない。ドナー肺の良否にはド
 ナー患者の状態にくわえ,保存環境も重大な影響をおよぼしていることが明らかになってきた。
 本研究では,フォスファチジルコリンの合成能という観点から肺胞II型上皮細胞の機能がどの
 ように維持されるのかを検討し,肺保存について特に,臓器保存液の選択が重要なのではないか
 と考え,細胞内液タイプであるEuro-Collins液と細胞外液タイプであるLowpotassium
 dextran(LPD)液の2種類の臓器保存液を比較検討することにした。
 Sprague-Dawley系雄性SPFラット肺をEuro-Collins液またはLPD液を用いて潅流・保存
 した後に肺胞H型上皮細胞(以下H型細胞)を単離し,単離されたII型細胞[3H]cholineをト
 レーサーとしてフォスファチジルコリンの合成能を測定した(肺保存実験)。つぎに,あらかじ
 め単離した且型細胞を保存し(細胞保存実験),細胞毒性の評価法として細胞より放出された
 LDHを測定し,また,保存したII型細胞のフォスファチジルコリンの合成能を測定した。
 保存液の種類によらず摘出潅流後の肺はほぼ同一の外観を示し,組織学的検討でも肺胞構築に
 異常は認められなかった。しかしH型細胞を単離すると,Euro-Collins液で保存した肺の細胞
 数は,摘出直後に比較し有意に少なかった。生細胞の比率は経時的に低下したが,Euro-Collins
 液で12時間保存された肺では保存前の群に比較して有意に低い値だった。さらにフォスファチジルコ
 リン合成能も,Euro-Collins液12時間保存肺で保存前の群に比較して有意に低い値だった。
 ll型細胞を単離してこれを12時間保存すると,LPD液ではEuro-Co1Hns液を用いた場合に
 比較して有意に高い値だった。保存細胞の形態を光学顕微鏡で観察すると,両保存液とも単離直
 後とほぼ同様の形態を維持していたが,保存液の上清を光学顕微鏡で観察すると,Euro-Collins
 液では浮遊した細胞凝集が顕著だった。Euro-Collins液で12時間保存された生細胞の割合は単
 離直後と比較して有意に低く,保存液の上清中に含まれるLDHは,LPD液にくらべ有意に高
 値となった。しかしフォスファチジルコリン合成能を見ると,両保存液とも単離直後細胞と同等
 であった。
 臨床的な安全限界内である6時間保存であればどの保存液であれ重大な問題を引き起こさない
 が,将来より安定した長期保存を目指すとき,Euro-Collins液よりも“生きだ'肺胞II型上皮細胞
 がより多く保存されるEP4液やLPD液といった細胞外液タイプを用いるべきと考えられた。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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